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© Monoklonale Antikorper gegen Melanom 

© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
humanen, gegen Melanom gerichteten Antikdrpern, worin 
man ohne vorherige Immunisierung 8-Lymphozyten aus 
einer gesunden Person isoliert die isolierten B-Lymphoiylen 
immortalisiert, Antikorper aua den immortelisierten B-Lymp- 
hozyten durch irnmunhistochemische Analyse auf Bindung 
gegen primeres Melanom oder/und Melanom-Metastasen 
untersucht, die positiv reagierenden B-Lymphozyten-Klone 
auswahlt. kultiviert und daraus monoklonale Antikorper 
gewinnt Weiterhin werden die durch das erfindungsgemaQe 
Verfahren hergestellten Antikorper beansprucht 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von humanen Antik6rpcrn, die gegen 
Melanom gerichtet sind, die durch das erfindungsgemaBe Verfahren erhaltenen Antikorper sowie deren Ver- 
5 wendung. 

Melanom, ein Tumor der Haut ist ein auBerst aggressiver Tumor. Insbesondere metastasierende Melanome 
sind mit konventionellen Methoden kaum mehr erfolgreich zu behandela Es ist dahcr ein groOes Bedflrf nis, neue 
Tberapeutika zu finden, die fur eine Behandlung von Melanomen geeignet sind 

Dippold et at (ProcNatl^cadScL USA 77 {1 980), 61 14 - 61 18) berichteten uber die Herstelhing von murinen 

10 monoklonalen Antikdrpern gegen Melanom. Einer der dort offenbarten Antikdrper ist gegen das Gangliosid 
GD3 gerichtet. In JJBioL Chem. 262 (1987X 6802 -6807 sind ebenfalls murine monoklonale Antikdrper gegen 
Melanom beschriebea Diese binden gleichermaBen an GM3 und GM2, aber nicht an GD3. 

1982 berichteten Irie et ai (ProaNatLAcadSci USA 79, 5666 - 5670) uber die HerstelJung humaner monoklo- 
naler Antikdrper, die mit Melanom reagieren. Die dort offenbarten monoklonalen Antikorper reagieren mit den 

is Gangliosiden GM2 bzw. GD2. In ProcNatLAcadSci. USA 84 (1987), 2416 -2420 sind ebenfalls humane mono- 
klonale Antikorper gegen Melanom beschrieben. Diese binden stark an GD3 und GD2 bzw. GM3 und GDla. In 
Cancer Research 49 (1989), 191-196 sind ebenfalls humane monoklonale Antikdrper gegen Melanom beschrie- 
ben. Diese binden stark an GM3 und GDla bzw. GD3 und GD2. Die zur Herstelhing dieser monoklonalen 
Antikorper verwendeten Lymphozyten stammen von Melanom- Patientea 

20 Diese in der Literatur beschriebenen monoklonalen Antikdrper wurden entweder von Melanom-Patienten 
mit oder ohne Immunisierimg oder durch und nach Iraraunisierung von Labortieren erhaltea Derartige Ver- 
suchsansatze zur Gewinnung von auch in vivo gegen Melanom wirksamen Antikdrpern weisen jedoch groBe 
Nachteile auf. Murine monoklonale Antikdrper haben den Nachteil, daO sie vom humanen Immunsystem als 
Fremdproteine erkannt werden und daher Antikdrper gegen diese Fremdproteine gebildet werdea Dies bedeu- 

25 tet, daB solche monoklonalen Antikdrper schneller eliminiert werden und damit in ihrer Wirksamkeit einge- 
schrankt sind. Aber auch bei Antikdrpern, die aus Tumor- Patienten gewonnen wurden, bestehen groBe Zweifel 
an ihrer Wirksamkeit da gerade bei Tumor- Patienten die Funktionsfahigkeit des Immunsystems nicht gegeben 
ist Oberdies erkennen die Antikdrper des Standes der Technik bei weitem nicht alle primaren Melanome und 
auch nur einen geringen Anteil von Melanom- Metastasea 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Antikdrper gegen Melanom bereitzustellen, bei denen die 
Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise beseitigt sind. 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird geldst durch Bereitstelhmg eines Antikdrpers gegen Melanom, der 
dadurch gekennzeichnet ist, daB er an die Ganglioskie GM3 und GD3 bindet, im wesentlichen aber nicht an die 
Ganglioside GM1, GM2, GDla, GDlb und GD2 bindet, wobei die Bindung des Antikdrpers an die Ganglioside 

35 durch Immunfarbung nach dOnnschichtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside bestimmt wurde. 

Die erfmdungsgemaBen Antikdrper, bei denen es sich vorzugsweise urn humane Antikorper handelt, sind 
erhaltlich durch ein Verfahren, wobei man ohne vorherige Immunisierung B-Lymphozyten aus einer gesunden 
Person isoliert, die isolierten B-Lymphozyten immortalisiert, Anukdrper aus den immortalisierten B-Lymphozy- 
ten durch immunhistochemische Analyse auf Bindung gegen primftres Melanom oder/und Melanom-Metastasen 

40 untersucht, die positiv-reagierenden KJone ausw&hlt, kultiviert und daraus monoklonale Antikdrper gewinnt 

Die Gewinnung von gegen Melanom gerichteten Antikdrpern aus gesunden Personen, die nicht an Melanom 
erkrankt sind, ist vdllig uberrasehend. Vorzugsweise wahlt man als Donor fur die B-Lymphozyten eine gesunde 
Melanom-Risikoperson aus. Unter eine Melanom- Risikoperson ist z. B. ein Mensch mit ein em Sonnenbrandrisi- 
ko zu verstehen, d. a ein hellhaariger oder hellhautiger Mensch, gegebenenfalls mit Sommersprossen,der zuvor 

45 (besonders bevorzugt uber einen langeren Zeitraum hinweg) einer intensiven UV-Bestrahlung ausgesetzt war. 
Die Eignung des erfmdungsgemaBen Verfahrens zur Gewinnung von humanen, gegen Melanom gerichteten und 
auch wirksamen Antikdrpern laBt sich mdglicherweise darauf zuruckfuhren, daB anscheinend in jeder Person 
standig Zellen entarten. wodurch Meianomzellen entstehen, die aber vom kdrpereigenen Immunsystem erfolg- 
reich bekampft werden kdnnert 

so Der erste Schritt des erfmdungsgemaBen Verfahrens ist die Gewinnung von B-Lymphozyten aus dem Blut 
einer gesunden Person. Eine "gesunde Person" im Sinne der vorliegenden Erfmdung ist als Mensch definiert, der 
keine Symptome eines Melanoms zeigt Dies kann nach an sich bekannten Methoden erfolgea AnschHeBend 
erfolgt die Immortatisierung der Lymphozyten. DafOr stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Die 
B-Lymphozyten kdnnen mit Myelomzellen humaner oder muriner Herkunft nach der Methode von Kdhler und 

55 Milstein fusioniert werdea Zur Fusion kdnnen aber auch Heteromyelome verwendet werdea Ebenso ist es 
mdgltch, die B-Lymphozyten mittels Epstein-Barr- Virus zu transformierea Weiterhin kann das in der DE-A 
32 45 665 oder das in der EP-A 02 56 512 beschriebene Verfahren verwendet werdea Dabei wird mit subzellula- 
ren Vesikela die eine transformierende DNA enthalten, fusioniert 
Von den immortalisierten B-Lymphozyten werden chejenigen ausgewahlt, die Antikdrper mit der gewOnsch- 

60 ten Reaktivitat gegen Melanom produzierea Die Selektion der B-Lymphozyten auf Sekretion von Antikdrpera 
die gegen Melanom gerichtet und auch gegen Metastasen wirksam sind, erfolgt erfindungsgem&B durch immun- 
histochemische Analyse auf Bindung gegen Melanom-Gewebeschnitte, wobei man primares Melanom oder/und 
Melanom-Metastasen verwenden kana Vorzugsweise wird die immunhistochemische Analyse der Antikdrper 
durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittels eines ELISA-Tests in Anlehnung an die Methode von 

65 Nielsen et aL (Hybridoma 6 (1987), 103-109) untersucht Auf diese Weise positiv ennittelte B-Lymphozyten 
werden ausgewahlt, nach ubfichen Verfahren gezuchtet und daraus nach dem Fachmann bekannten Methoden 
monoklonale Antikdrper gewonnen. 
Durch das erfindungsgemaBe Verfahren ist es mdglich, Anukdrper gegen Melanom zu erhalten, die auch eine 
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sehr hohe Reaktivitat gegen Melanom-Mctastasen besitzea Somit beinhaltet die vorliegende Erfindung auch 
humane Antikdrper gegen Melanom, die in Gewebeschnitten auch an mindestens 70% der Melanom-Metasta- 
sen bindea 

Ein erfindungsgemaBer AntikOrper ist dadurch gekennzeichnet, daO er an die Ganglioside GM3 und GD3 
bindet, im wesentlichen aber nicht an die Ganglioside GM1 , GM2, GDI a, GDlb und GD2 bindet Dies bedeutet, 
daB die erfindungsgemaBen Antikdrper an die Ganglioside GM1, GM2, GDla, GDlb und GD2 mit einer 
Affinitat von hochstens etwa 5% beztiglich der Affinitat fflr das Gangliosid GM3 oder das Gangliosid GD3 
binden. Die Bestimmung der Bindefahigkeit der erfindungsgemaBen AntikOrper an die Ganglioside erfolgt 
durch Immunfflrbung nach dflnnschichtchromatographischer Auftrennung der Ganglioside. Durch dieses Ver- 
fahren ist es auf zuverlassige Weise mdglich zu entscheiden. ob ein spezifisches Gangliosid an einen Antikdrper 
bindet oder nicht Weniger bevorzugt ist die Bestimmung der Affinitat eines Antikdrpers nach der Methode des 
ELISA-Tests. Bei dieser Methode kdnnen unspezifische Bindungen nicht ausgeschlossen werden, so daB die 
Mdglichkeit von falsch-positiven Ergebnissen besteht Diese falsch-positiven Ergebnisse wQrden sich in einer 
geringen Bindungsaffinitat an Ganglioside auBern, bei denen nach dem anderen oben beschriebenen Verfahren 
keine Bindung festzustellen ist 

Beispiele fur AntikOrper, die mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens gewonnen werden konnen, sind die 
monoklonalen Antikdrper "17" und AH 18, sekretiert von den Hybridomzelllinien ECACC 9 00 90703 und 
ECACC 9 00 90 701. Diese Antikorper sind von der Klasse IgKi 

Oberraschenderweise wurde auch festgestellt, daB erfindungsgemaJte Antikorper nicht nur an Melanom, 
sondern auch an andere Tumorgewebe, insbesondere Lungen- und Brustkarzinomgewebe binden konnen. Ein 
Beispiel hierfflr ist der erfindungsgemflBe Antikdrper *1 7". 

Weiterhin beinhaltet die vorliegende Erfindung Derivate von erfindungsgemaBen Antikdrpern, die deren 
Bindungsspezifitat besitzen, jedoch Modifikationen in dem nicht fUr die Antigenbindung wesentlichen Bereich 
aufweisen. Diese Antikdrperderivate konnen etwa aus den erfindungsgemaBen Antikorpern durch Austausch 
einer oder mehrerer konstanter Domfinen oder/und VerknQpfung mit einern anderen Molekfil erhalten werden. 
So kann z, B. ein Austausch von konstanten Domanen fur einen Isotype-Switch durchgefOhrt werden, wo z. B. 
ein Antikdrper der Klasse IgM in einen Antikdrper der Klasse IgG unter Beibehaltung seiner Antigen-Spezifit&t 
QberfUhrt werden kann. Dieser Isotype-Switch kann durch zellbiologische oder molekularbiologische Methoden 
erfolgen, die dem Fachmann bekannt sind (z. B. Rothman P. et al, MoLCelLBioL 10 (1990), 1672 - 1 679). 

Der monoklonale Antikorper gemaB vorliegender Erfindung kann jedoch auch mit einem anderen MolekOl, 
insbesondere einem Marker oder einem Toxin verknOpft werdea wodurch seine diagnostische oder therapeud- 
sche Verwendbarkeit verandert wird Geeignete Verfahren zur Verknupfung von Markern (z. B, Enzymen wie 
Peroxidase) oder Toxinen (z. B. Ricin, Choleratoxin) mit dem Antikdrper bzw. die radioaktive Markierung sind 
dem Fachmann bekannt 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Verwendung eines erfindungsgemaBen Antikor- 
pers zur Diagnose oder Therapie von Melanom, insbesondere zur passiven und aktiven Immunisierung von 
Melanompatiemea Vorzugsweise verwendet man dabei den von der Zeliinie ECACC 9 00 90 703 sekretierten 
Antikdrper "f 7" oder/und den von der Zeliinie ECACC 9 00 90 701 sekretierten Antikdrper AH 1 8. 

Da die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen monoklonalen Antikdrper an lebende Melanom- 
zellen und andere Tumorzellen binden, konnen sie auch zur Bekampfung dieser Zellen im Organismus eingesetzt 
werden. Somit beinhaltet die vorliegende Erfindung auch ein Arzneimittel, das aus einem oder mehreren 
erfindungsgemaBen Antikdrpern, gegebenenfalls zusammen mit ublichen pharmazeutischen Trager-, Hilfs-, 
Fall- und Zusatzstoffen besteht Die Verabreichung eines erfindungsgemaBen Arzneimittels ist sowohl zur 
Vor beugung als auch nach einer Metastasierung eines Tumors, insbesondere eines Melanoms mdglich. Eine zur 
passiven Immunisierung geeignete Dosis der erfindungsgemaBen Antikdrper liegt im Bereich von 1 bis 200 mg, 
wobei diese Dosis gegebenenfalls wiederholt zu verabreichen ist. Die monoklonalen Antikorper konnen lokal in 
das Melanom, wie von Irie und Morton (Proc.NatLAcad.ScL USA 83 (1986), 8694 - 8698) beschrieben, verab- 
reicht werden. Nach Metastasierung des Melanoms ist jedoch eine, dem Fachmann gelaufige systemische 
Verabreichung bevorzugt Die erfindungsgemaBen Antikdrper werden vorzugsweise alleine therapeutisch ein- 
gesetzt, konnen jedoch auch als {Conjugate mit Toxinen. Therapeutika und ahnlichem verwendet werdea 

Da die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnenen Antikdrper mit Melanomen und Melanom-Me- 
tastasen bindefahig sind, eignen sie sich auch hervorragend zum qualitativen oder quantitativen Nachweis von 
Melanom- und anderen Tumorzellen im Gewebe. Der Nachweis erfolgt dabei in an sich bekannter Weise durch 
ein immunologisches Bestimmungsverfahrea Verfahren dieser Art sind dem Fachmann geldufig und brauchen 
daher hier nicht mehr erlautert zu werden. Der erfindungsgemaB gewonnene Antikdrper kann dabei als unmar- 
kierter, markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werdea 

Die durch den monoklonalen Antikdrper definierten Antigene bzw. Epitope kdnnen ebenfalls durch immuno- 
bgische Bestimmungsverfahren in KdrperflGssigkeiten nachgewiesen werdea Die erfindungsgemaBen mono- 
klonalen Antikdrper kdnnen dabei als markierter oder/und immobilisierter Rezeptor eingesetzt werdea FQr- die 
DurchfQhrung des Bestimmungsverfahrens sind viele Varianten bekannt, die alle geeignet sind So kdnnen zwei 
oder drei oder auch mehr Rezeptoren verwendet werden und die Inkubation mit den einzemen Rezeptoren kann 
in verschiedener Reihenfolge in homogener oder heterogener Phase erfolgea Ausgewertet wird jeweils eine 
durch Bindung von mindestens zwei Rezeptoren mit der in der Probeldsung nachzuweisenden Substanz erfol- 
gende Signalanderung. Bevorzugt erfolgt die erfindungsgemaBe Bestimmung entweder in homogener Phase, 
z. B. nach dem Prinzip des Agglutinationstests, wobei ais Rezeptoren beschichtete Partikel wie z. B. Latex-Parti- 
kel oder Erythrozyten verwendet werdea die durch Bindung mit spezifisch bindefahigen Rezeptoren und der 
nachzuweisenden Zelle vernetzen und dadurch agglutinierea oder in heterogener Phase, bevorzugt als Sand- 
wich-Immunoassay. In jedem Faile werden mindestens zwei Rezeptoren Rt und Ra eingesetzt, von denen einer 
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einen erfindungsgem&Ben monoklonalen Antikorper (z. B. "17") Oder einen in aquivalenter Weise bindefahigen 
Antikdrper oder ein Derivat davon enthflit, wahrend der andere Rczeptor einen anderen erfindungsgemaflen 
Antikdrper (z. B. AH 18) oder einen in aquivalenter Weise bindefahigen Antikdrper oder ein Derivat davon 
enthaiL Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise bindefthiger Antikdrper* werden Antikdrper verstanden. bei 

5 denen eine EpitopQberlappung mit dem in Betracht komroenden Antikdrper nachweisbar ist Diese Epitopaber- 
lappung kann mit HUfe eines kompetitiven Testsystems nachgewiesen werden. Dazu wird z. B. mit Hilfe eines 
Enzym-Immunoassays Qberpruft, inwieweit ein Antikdrper mit dem bekannten Antikdrper urn die Bindung an 
ein definierter Substrat bzw. ein spezielles Epitop konkurriert Dazu inkubiert man eine, das entsprechende 
Substrat enthaltende Losung mit dem crfindungsgemaBen Antikdrper in markierter Form und einem UberschuB 

io des In Betracht gezogenen Antikdrpers. Durch Immobilisiemng der gebildeten Komplexe, Trennung der festen 
von der flflssigen Phase und Nachweis der gebundenen Markierung in einer der beiden Phasen, kann dann leicht 
festgestellt werden, inwieweit der in Betracht gezogene Antikdrper den definierten Antikdrper aus der Bindung 
verdrflngen kann. Ist eine Verdrangung von mindestens 50% bei KrVachem OberschuB gegeben, so liegt eine 
EpitopOberlappung vor und der entsprechende Antikdrper ist zum Einsatz fOr das erfindungsgemafle Verfahren 

is geeignet 

Bei Inkubation der Kdrperflussigkeit mit den beiden Rezeptoren bilden sich nun Komplexe aus Rj, Gangliosid 
und R2. Die Rezeptoren werden so ausgesucht, daB nur Komplexe, in denen so won! R| als auch R2 mit dem 
Gangliosid verbunden sind, eine Signalflnderung ergeben, so daB auf diese Weise nur solche Ganglioside erfafit 
werden, die mit den beiden spezifischen Antikdrpern bindef ahig sind. 
20 Bevorzugt erfolgt die erfindungsgemaBe Bestimmung als Sandwich -Immunoassay. Dazu wird Rezeptor Ri 
immobilisiert oder immobiiisierbar gemacht und mit der Probeldsung umgesetzt AnschlieBend wird Rezeptor 
R2 zugegeben. Es bilden sich Komplexe aus dem immobilisierten Rezeptor Ri, dem nachzuweisenden Gangliosid 
und Rezeptor Ra- 

Die erfindungsgemaflen Antikdrper kdnnen auch zur Bestimmung eines prognostischen Index eingesetzt 
25 werden. Dabei wird nach einer Behandlung eines Melanom-Patienten festgestellt, ob die durch die monoklona- 
len Antikorper erkannten Antigene in den KdrperflBssigkeiten, insbesondere im Serum des Patienten nach einer 
gewissen Zeit auftauchen oder verschwindea 

SchJieBIkh beinhaltet die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Diagnose oder Therapie von Tumo- 
ren, insbesondere von Melanomen, wobei man einen oder ein Gemisch von mehreren erfindungsgemaBen 
30 Antikdrpern, gegebenenfafls zusammen mit Bblichen pharmazeugischen Trager-, HilFs-, Ftill- und Zusatzstoffen, 
vorzugsweise in einer Dosis von 1 bis 200 mg verabreicht 

Die in der Erfindung genannten Zellinien ECACC 9 00 90 703 und ECACC 9 00 90 701, welche die Antikdrper 
m \7" und AH18 sekretierea wurden am 07. September 1990 bei European Collection of Animal Cell Cultures, 
Porton Down (GB) hinterlegt 
35 Die Erfindung wird durch die f olgenden Figuren und Beispiele erlautert Es zei gen : 
Fig. 1 Reaktivitat des monoklonalen Antikdrpers'ir mit Melanom, 
Fig. 2 keine Reaktivitat des monoklonalen Antikdrpers "t V mit normaJer Haut 

Beispiel 1 

40 

Selektion auf Antikdrper gegen Melanom 

Einer gesunden Person werden 20 bis 200 ml Blut abgenommen und daraus die mononuklearen Zellen isoliert 
AnschlieBend werden diese Zellen nach herkdmmlichen Methoden immortalisiert (Kdhler/Milstein bzw. EBV- 

45 Transformation bzw. DN A-Transf ektion). Nach 2 bis 4 Wochen werden die KulturBberstande der immortalisier- 
ten Zellen getestet Dazu wird ein EUSA-Test an humanen Gewebeschnitten von Melanom durchgefuhrt Dies 
geschieht in Anlehnung an die Methode von Nielsen et aL (Hybridoma 6 (1987), 103 - 109). 

Es werden tiefgefrorene Tumorgewebe in 3 bis 5 uju dicke Scheiben geschnitten und auf mit Silan vorbehan- 
delten Deckglaschen aufgebracht Die Gewebeschnhte kdnnen bei -80°C gelagert oder auch gleich verwendet 

50 werdea Dazu werden sie nach Bedarf fur 10 Minuten bei -20°C in Aceton fixiert AnschlieBend ISBt man 
gegebenenfalls das Aceton abdampfen und taucht danach die Schnitte fQr ca. 3 Minuten in PBS (phosphatgepuf- 
ferte Salzldsung> Nach Abtropfen der PBS werden 20 bis 30 uJ eines Blockierungsantikdrpers (Konzentration 
40 ug/ml) aufgebracht Dieser Blockierungsantikdrper ist das Fab-Fragment eines polyklonalen Schaf -Serums 
oder eines murinen monoklonalen Antikdrpers gegen humanen Fqi bzw. Fey. Der Blockierungsantikdrper wird 

55 fur 1 bis 2 Stunden oder uber Nach bei Raumtemperatur bzw. bei 4°C auf den Schnhten inkubiert 

AnschlieBend wird der Schnitt 3x ca. 4 Minuten lang in PBS bei 4°C gewaschen. Dann wird die zu untersuchen- 
de Antikdrperhaltige Ldsung (d h. die Kulturflberstande der immortalisierten Zellen) aufpipettiert Nach mehr- 
stQndiger (Obltcherweise 2-stflndiger) Inkubation bei 4° C wird die Antikdrper-haJtige Ldsung durch dreimaliges 
ca. 4 Minuten dauemdes Waschen in PBS weggespQJt AnschlieBend wird der Schnitt mit dem gleich en Antikdr- 

60 per wie bei der Blockierung inkubiert, nur daB diesmal der verwendete monoklonaie bzw. polyklonale Antikdr- 
per an Peroxidase gekoppelt ist (z. R 2 U/ml). Es wird 1 Stunde bei 4°C inkubiert und anschlieBend, wie oben 
beschrieben, gewaschen. Dann werden die Objekttrflger in Substratldsung (z. B. Aminoethylcarbozol in DMSO/ 
Tris HC) 50 mmoI/L pH 73) in Gegenwart von H2O2 eingetaucht und ca. 4 bis 5 Minuten inkubiert AnschlieBend 
werden die Objekttragerca. 5 Minuten lang in PBS gewaschen. 

65 Wenn gewflnscht, kdnnen die Zellkerne in den Gewebeschnitten mit Hflrnalaun (Merck) 1 : 3 verdQnnt in H2O 
gegengeftrbt werden. Dazu werden die Objekttrflger filr ca. 20 Sekunden in die Hamalaun- Ldsung eingetaucht 
und anschlieBend in zwei PBS-Badern (je ca. 5 Min.) "gebl&ut*. 
AbschlieBend werden die Schnitte mit w&Brigem Einbettmittel (z. B. Glycerin-Gelatin, Fa. Merck oder Krystal 
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Mount, Fa. Biomeda Corp, Foster City, CA) zur Lagerung Qbcrschichtct 

ZeUinien, welche die gewlmschten Antikdrper produzieren, werden expandiert, gesichert und kloniert Die 
erhaltenen (Clone werden ebenfalls, wie oben beschrieben, analysiert Die Klone, welche die gewQnschten 
Antikorper produzieren, werden weitergezOchtet und/oder zur Sicherheit weggefroren und in flussigem Stick- 
stoff gelagert 5 

Durch dieses Verf ahren konn ten die erfindungsgemaBen Antikdrper "17" und AH 1 8 erh a! ten werden. 

Beispiel2 

Antikorper-Spezifitftstest 10 

Urn die Spezif itat der gemaB Beispiel 1 aus den immortalisierten Zellinien gewonnenen humanen monoklona- 
len Antikorpem zu ermittem. wurde ein Test zur Bindung an primares Melanom und an Melanom-Metastasen 
durchgefuhrL Die DurchfQhrung des Tests erfolgte wie m Beispiel 1 beschrieben. Dabei wurden mit den 
erfindungsgemaBen Antikorpem *17"und AH 1 8 die folgenden Ergebnisse erhalten. is 

Tabelle 1 



humaner ReaktiviUt mit 

monoklonaler Nftvi Primares Melanom Metastase 

Antikdrper (ZaW pc»itiv/Zahl getestet) 



"17* 28/29 48/52(90%) 54/54(100%) 

AH18 23/26 48/54(90%) 43/51(80%) 25 

Beispiel 3 

3.1 Bindef ahigkeit des Anukdrpers an normales Gewebe 

30 

Der gem&B Beispiel 1 gewonnene monoklonale Antikorper "17" wurde auf seine Bindefahigkcit mit normalen 
Geweben getestet Die Testdurchfuhrung war wie in Beispiel 1 . 

Der Antikdrper wurde auf Reaktivitat gegen Gewebe aus Gehirn (Cortex, Pons, Thalamus, Corpus amygda- 
loideum), Retina, Haut (Keratinozyten, Melanozyten, Langerhans-Zeilen, Endothelial- Zelle n, glatte Muskulatur, 
SchweiBdrCsen, Nervenfasern)b Muskel, Brust, Uterus, Hamblase, Gal len blase, Milz, Niere, Nebenniere, Lunge, 35 
Parotis, Darm, Erythrocyten (4 kommerzielle Testproben und 300 Blut-Donoren) und Nebenschilddruse gete- 
stet Es wurde keine Reaktion des erfindungsgemaBen AntikOrpers mit den obigen Gewebearten gefundea 

Die Fig. 1 und 2 zeigen die Reaktion des humanen monoklonalen Antikorpers 17 mit einem Gefrierschnitt von 
primarem Melanom (Fig. 1) bzw. mit normaler Haut (Fig. 2). Ein Vergleich der beiden Figuren zeigt, daB eine 
Bindung (gekennzeichnet durch Braun- bzw. Dunkelfarbung) des AntikOrpers an den Gewebeschnitt nur in 40 
Fig. 1 zu beobachten ist 

32 Bindefahip keit der Antikorper an andere Tumore 

Um die weitere Spezifitat der gemaB Beispiel I aus den immortalisierten Zellinien gewonnenen humanen 45 
monoklonalen Antikorper n zu bestimmen, wurden weitere Tests an Tumorgeweben durchgefuhrt Die Durch- 
fOhrung des Tests erfolgte wie im Beispiel 1 beschrieben. Dabei wurden mit den erfindungsgemaflen Anukor- 
pern die folgenden Ergebnisse erhalten: 

>. 

Tabelle 2 50 

Tumor Reaktivitat mit "17" bzw, AH 18 

Zahl positive/Zahl getestete 

Lungenkarzinom 10/19 55 
Brustkarzinom 4/9 

Beispiel 4 

Die Reaktivitat der monoklonalen Antikdrper gegen gereinigte Ganglioside wurde weiterhin in einem Im* so 
munoblot nach Dunnschichtchromatographie der Ganglioside untersucht 

Dafilr wurden die Ganglioside GM3, GM2 und GDI a von Boehringer Mannheim GD2 und GD3 von Biocarb, 
Schwedn, GM1 von Fidia, Italien und GDlb von Pallmann, MQnchen verwandt Die DUnnschichtplatten HPTLC 
Alu Kieselgel 60 F254 wurden von Merck bezogen. Das Laufmittel fflr die Ganglioside bestand aus Chloroform: 
Methanol:H20 (0.02% CaCb ■ 2 H2O) 60 : 40 : 9. Als Fixiermfttel fflr die Dujinschichtplatten wurde Poryisobutyl- « 
acrylat (high molecular weight), Aldrich Chemicals, als 0.1 %-L6sung in Hexan eingesetzt 
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DurchfOhrung 

Die Prozedur und Modifikationen davon sind dcm Fachmann gelaufig und werden hier nur beispielhaft 
wiedergegeben. 

5 

Probenauftrag 

Es werden 5 pi einer ) mg/ml Ldsung der Ganglioside aufgetragen. Als Losungsmittel wurde das oben 
gcnannte Laufmittel verwendet Die Probcn wurden z. R mit einer Hamilton-Spritze auf einem ca. 5 mm breiten 
io Streifen auf der DQnnschichtplatte sukzessive aufgetragen; man l&Bt dazwischen immer wieder gut antrocknen, 
damit der Strich moglichst dunn bleibt Zum SchluB wird die Dflnnschichtplatte nochmals gut mit einem Fdhn 
getrocknet Die Platte wird in eine mit Laufmittel gesfittigte Kammer gegeben und man inkubiert bis das 
Laufmittel etwa 80% der Platte angefeuchtet hat AnschlieBend wird die Platte entnommen und man l&Bt sie 
trocknen. 

15 Dann wird die Platte in 0.1 %iger Poryisobutyiacrylat-Losung fOr etwa 1 Min geschwenkL 
Man laBtdie Platte wiederum trocknen. 

Zwecks Blockierung wird die Platte mittete einer Pipette mit einer 1% RSA/PfiS (Kinder Serumalbumia 
Boehhnger Mannheim) Ldsung bedeckt (keine Luftblasen lassent) und ca. 30 Min bei Raumtemperatur steben 
gelassen. Danach wird die Blockierungsldsung abgegossen. 
20 AnschlieBend wird 2x mit PBS gewaschen. Dazu wird die Platte in einer Schale mit PBS untergetaucht und ca. 
je 2 Min stehen gelassen. PBS wurde dazwischen abgesaugt (PBS nie direkt auf die Platte geben; nicht schOtteln; 
Platte nicht austrocknen las sen). 

Danach wird die Platte mit MAK-halUger Usung (z. B. 1 — 10 \ig/m\ MAK) Qberschichtet und fur 1 Stunde bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. 
25 AnschlieBend wird 5x mit PBS gewaschen (wie oben beschrieben). Dann wird die Platte mit Konjugat 
(poJyldonales, Peroxidase-markiertes Schaf- Fab-Fragment gegen humanes Feu, Konzentration wie beim Gewe- 
betes t Beispiel 1) Qberschichtet und fur z. a 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieBend wird 6x mit 
PBS (wie oben beschrieben) gewaschen. Dann wird Substrat zugegeben und die Platte wahrend der Entwicklung 
leicht geschwenkt 

30 Als Substrat kommt z. B. in Frage TMB/DONS (Tetramethylbenzidm (TMB) 12 mg + Dioctylnatriumsulfo- 
succinat (DONS) 40 mg in 1 0 ml Methanol (bei 37°Q losen und mit 10 ml Zitronensaure/Phosphat- Puffer pH 5.0 
(25 ml ai M Zitronensaure, Merck. +28 ml 0,2 M Na 2 HPOv2 H2O, Merck, auf 100 ml) und mit 10 ul H2O2 
(30%) mischen). Es wird solange entwickelt. wie die Negativkontrolle nicht gefarbt wird; dann wird mehrmals 
mit H2O dest gewaschen. Die Platte wird UchtgeschQtzt getrocknet (falls Entwicklung mit TMB/DONS stattfin- 
35 det, sofort photographieren, da die FSrbung ausbleicht). 

Fuhrt man mit MAK 17 bzw. mit MAK. AH 18 die oben beschriebene Prozedur durch, so erhaMt man die in 
Tabelle 4 gezeigten Ergebnisse. Die MAKs 17 und AH 18 reagieren mit GM 3 und GD 3, nicht aber mit GM 1, 
GM 2. GD 1 a, GD 1 b und GD Z 
Zur Kontrolle wurden die Ganglioside in einem ParaUelversuch durch Anfarbung mit Resorcin sichtbar 
40 gemacht Dazu wird die Platte mit Resorcin- Ldsung (Resorcin von Merck, 400 ml+ 100 ml HjO +5 ml H2SO4) 
eingesprflht und for etwa 10 Min im Trockenschrank bei 1 10° C entwickelt 

Diese Kontrolle zeigt, daB von alien Gangliosiden gleiche Mengen auf die DOnnschicht-Platte aufgetragen 
wurden. 

45 Tabelle 3 

Nachweis der Ganglioside nach DOnnschichtchromatographie 



Rmotot MAK*1 7 9 bzw. MAK AH18 



GM1 
GM2 
GM3 

55 GDla 

GDlb 
GD2 
GD3 

60 Nachweis der Ganglioside nach DOnnschichtchromatographie 

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daB die erfindungsgemfifien Antikdrper nur mit bestimmten Gangliosiden 
reagieren. Von den getesteten Gangliosiden zeigen GM3 und GD3 positive Signale. Es wird keine nennenswerte 
Reaktivittt (S 5%) mit den Gangliosiden GM 1, GM2, GDla, GD2 und GDlb gefunden. 

65 

Beispiel 5 

Reaktivitflt der Antikdrper mh Zelhnien Zeilen der zu untersuchenden Zellinien werden Qber Nacht in 



+ 

+ 
■f 
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Terasaki-Platten (erhalten von Fa Greincr) qezflchtet Der FCulturilbcrstand wird von den adharenten Zellen 
cntfernt und durch die zu untersuchende Antikdrperlosung ersetzt Nach einer 1- bis 2stiindigen Inkubation wird 
die Antikdrper-Ldsung entfernt der Zellrasen mehrmaJs gewaschen und der an die Zellen gebundene monoklo- 
nale Antikdrper nachgewiesen. Dazu wurden nach dem Waschen mit PBS 100 ul Peroxidase-markierter Scbaf- 
Anti- Human- Leichte-ICette- Antikdrper zugegeben und wiedemm fur 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur 5 
inkubiert Nach erneutem Waschen wurde die Enzymreako'on mit Peroxidasesubstrat (ABTS*) gestartet Nach 
10 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 406 nm in einem Photometer bestimrnt 
Alternativ dazu kann audi ein Peroxidasesubstrat wie Aminoethylcarbazol zugegeben werden und nach Beendt^ 
gung der Reaktion der braunlkhe Niederschlag an bzw. auf den Zellen mittels eines Mikroskops ausgewertet 
werden. 10 

Am dem in Tabelle 3 dargeslellten Ergebnis geht hervor. dafl der Antikdrper 17 mit Melanom SK-MEL 28 
Zellen (ATCC HTB 72) reagierea w&hrend keine Reaktion mit humanen Vorhautfibroblasten gefunden wird 
(die nach bekannten Verfahren selbst isoliert wurden)t Der Antikdrper 17 zeigt weiterhin Reaktion mit Insuli- 
nom-Zellen R1N (erhalten von Dr. Eisenbart, Josslin Diabetes Center, Boston, Mass. 02 215) und der Neurobla- 
stom-Zellen IMR 32 (ATCC CCL 127). 15 

Tabelle 4 



Antikdrper Antikdrper- Reaktivitat gegcn verschiedene Zellinicn 

SK MEL 28 RJN IMR 32 humane Vorhaut- 

(Mclanom) (Insulittom) (Ncuroblastom) Fibroblasten 



"17* + + + + 

25 

Patentanspruche 

1. Antik6rper gegen Melanom, dadurch gekennzeichnet, dafi er an die Ganglioside GM3 und GD3 bindet 

im wesendichen aber nicht an die Ganglioside GM1, GM2, GDI a, GDIb und GD2 bindet, wobei die 30 
Bindung des Antikdrpers an die Ganglioside durch Jmmunfarbung nach dttnnschicht-chromatographischer 
Auftrennung der Ganglioside bestimrnt wurde. 

2. Antikdrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB er ein humaner Antikorper ist 

3. Antikdrper nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Antikdrper der Klasse IgM ist 

4. Antikorper nach einem der Ansprflche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB er auch an mindestens 70% 35 
der Melanom-Metastasen bindet 

5. Antikdrper nach einem der Ansprflche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi er zusfitzlich an Lungenkarzi- 
nome oder/und Brustkarzinome binden kann. 

6. Antikdrper 1 7", sekretiert von der Hy bridomzellinie ECACC 9 00 90 703. 

7. Antikdrper AH 18, sekretiert von der Hybridomzellinie ECACC 9 00 90 701 . 40 

8. Verfahren zur Herstellung von gegen Melanom gerichteten Antikorpern nach einem der Ansprflche 1 bis 
7, dadurch gekennzeichnet, daB man ohne vorherige Immunisierung B-Lymphozyten aus einer gesunden 
Person isoliert, die isolierten B-Lymphozyten immortalisiert Antikdrper aus den immortalisierten B-Lymp- 
hozyten durch immunhistochemische Analyse auf Bindung gegen primares Melanom oder/und Melanom- 
Metastasen untersucht, die positiv reagierenden B-Lymphozyten-Klone auswahlt kultiviert und daraus 45 
monoklonale Antikdrper gewinnt 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man als B-Lymphozyten-Donor eine gesunde 
Melanom- Risikoperson auswahlt 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Immortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Fusion mit Myebm-Zellen humaner oder muriner Herkunft oder mit Heteromyelomen 50 
durchfflhrt 

1 1. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Immortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Transformation mit Epstein-Barr-Virus durchfflhrt 

1 2. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Immortalisierung der B-Lymp- 
hozyten durch Fusionierung mit subzellularen Vesikeln, die eine transformierende DNA enthalten, durch- 55 
fflhrt 

13. Verfahren nach einem der Ansprflche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB man die immunhistochemi- 
sche Analyse der Antikdrper durch Bindung an Melanom in Gewebeschnitten mittels eines ELISA-Tests 
durchfflhrt 

14. Derivat eines Antikdrpers nach einem der Ansprflche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es dieselbe go 
Bindungsspezifit&t wie ein Antikdrper nach einem der Ansprflche 1 bis 7 besitzt und sich von dem Antikor- 

1) durch Austausch von nicht fur die Bindungsspezifitat des Antikdrpers verantwortlichen Domanen 
unterscbetdet oder/und 

2) mit einem anderen Molekfl) verknflpft ist *s 

15. Verwendung eines Antikdrpers oder Antikdrperderivats nach einem der Ansprflche 1 bis 7 oder 14 zur 
Diagnose oder Therapie von Tumoren, insbesondere Melanomeit 

16. Verwendung nach Anspruch 15, worin man den von der Zellinie ECACC 9 0090 703 sekretierten 
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Antikorper *17 w odcr/und den von dcr Zcllinic ECACC 9 00 90 701 sekretierten Antikorper AH 18 einsetzt 

17. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB es aus einem oder mehreren Antikdrpern oder Antikdrper- 
derivatcn nach einem der AnsprQche 1 bis 7 oder 14. gegebenenfatls zusammen mit ublichen pharmazeuU- 
schenTrager-. Hilfs-, FUII- und Zusatzstoffen besteht 

18. Verfahren zur Diagnose oder Therapie von Tumoren, insbesondere Melanomen, dadurch gekennzeich- 
net, daB man einen oder mehrere Antikdrper oder Antikdrperderivate nach einem der Ansprilche 1 bis 7 
oder 14, gegebenenfalls zusammen mit Oblichen pharmazeutischen Trager-, Hilfs-, Fill!- und Zusatzstoffen 
verabreicht 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 



8 



— Leerseite — 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 5 : 

Offenlegungsteg: 



DE 41 07 154 A1 
C07K 15/28 

16. April 1992 




Fig, 1: Der h MAK 17 reagiert stark mit einem primaren 
Melanom (Gef rierschnitt ) ; ErklSrung s. BeiBpiele 1 bis 3. 




Fig. 2: Keine Reaktion des h MAKs 17 mit nonnaler Haut 
(Gef rierschnitt) ; Erklarung siehe Beispiele 1 bis 3 
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